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Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 

) Vorrichtung zur Untersuchung und Manipulation von mikroskopischen Objekten 

) Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrichtung und 
ein Verfahren zur Untersuchung und Manipulation von 
mikroskopischen Objekten (1), mit einem Mikroskop (2), 
einer zur Beleuchtung des Objekts (1) dienenden Licht- 
quelle (3, 4), einem Beleuchtungsstrahlengang (5), einem 
zur Detektion des vom Objekt (1) zuruckkehrenden Lichts 
dienenden Detektor (6), einem Detektionsstrahlengang 

(7) , einer zur Objektmanipulation dienenden Lichtqueile 

(8) und einem Manipulationslichtstrahlengang (9). Die er- 
findungsgemaBe Vorrichtung bzw. das erfindungsgema- 
ISe Verfahren soli eine dreidimensionale Untersuchung 
und Manipulation von Objekten (1) ermoglichen, deren 
Ausdehnung entlang der optischen Achse groGer als der 
Tiefenscharfenbereich des verwendeten Mikroskopobjek- 
tivs ist, wobei eine Objektmanipulation auch an alien Stel- 
len des dreidimensionalen Objekts (1) moglich sein soil. 
Dariiber hinaus soil eine dreidimensionale Detektion des 
Objekts (1) moglich sein, bei der eine Diskriminierung der 
Objektlichtbeitrage erfolgt, die von Bereichen kommen, 
die jenseits desTiefenscharfenbereichs des Mikroskopob- 
jektivs liegen. Die erfindungsgemaGe Vorrichtung bzw. 
das erfindungsgemaRe Verfahren ist dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Mikroskop ein konfokales Rastermikro- 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft eine Vorrich- 
tung und ein Verfahren zur Untersuchung und Manipulation 
von mikroskopischen Objeklcn. mil eincm Mikroskop, einer 5 
zur Bclcuchtung dcs Objckts dicncndcn Lichtqucllc, cincm 
Beleuchtungsslrahlengang, einem zur Detektion des vom 
Objekt zuriickkehrenden Lichts dienenden Detektor, einem 
Detekrionsstrahlengang, einer zur Objektmanipulation die- 
nenden Lichtquelle und eincm Manipulationslichtstrahlen- 10 
gang. 

|0002] Vorrichtungen der gallungsbildcnden Art sind in 
der Praxis seitgeraunter Zeit bekannt. I .ediglich beispielhaft 
wird auf "Micromanipulation b\ I ight in Biology and Medi- 
cine" von Karl Otto Greulich, Birkhiiuser Verlag 1999 ver- 15 
wiesen. Dort wird beschrieben, wie bei der mikroskopischen 
Untersuchung von Objekten mit Hilfe von fokussierten La- 
serstrahlen Krafte auf Partikel ausgeilbt, Partikel zerkleinert, 
pcrforicrt odcr Ablationen vorgcnonmtcn wcrdcn konnen. 
Die Moglichkeilcn der Objeklnianipulalion werden insbe- ~'» 
sondere in der Zellbiologie eingesetzt, um beispielsweise 
das Innere ungeoffneter Zellen ungehindert zu manipulie- 
ren. Hierbei sind vor allem zwei unterschiedliche Manipula- 
tionsvorgange tiblich. Einerseits werden Objekte oder Ob- 
jektbereiche mit fokussiertem Infrarotlicht beleuchtet, wo- 25 
durch einzelne Partikel der Objekte bzw. Objektbereiche in 
der Nahe des Manipulationsfokusses eingefangen und bei 
Veranderung der Position dcs Manipulationsfokusses in der 
Fokalebene mit dem Fokus mitbewegt werden (optische 
Pinzette), so dassdiese beispielsweise mil einer Kraft beauf- 30 
schlagbar sind. Wird ein Objektbereich mit gepulstem, fo- 
kussierlcm UV-Tachl beaui'schlagl, so kann hiologischcs 
Material aufgrund einer hohen Energiedichte des UV-Liehts 
mil holier raiimlicher Aullosung /.erschnillen oder perforierl 
werden (Nannoskalpell). 35 
[0003] Bei einer weiteren Untersuchungsmethode in der 
Zellbiologie werden Objekle mil sogcnannlen "Cagcd-Com- 
pound"-Verbindungen prapariert. Diese Verbindungen ent- 
halten Calcium oder Aminosauren, wie beispielsweise Glut- 
amat, und sind mit Komplexbildnern ((relators) verbunden 40 
bzw. umgeben. Diese Verbindungen konnen durch Einslrah- 
lung von UV-Licht aufgebrochen werden, wodurch das Cal- 
cium oder das freiwerdende Glutamat in der Lage ist, wei- 
tere Reaktionen in der Zelle auszulosen (Photoaktivierung). 
Einc Photoaktivierung kann auch mit Hilfe von Zwci-Photo- 45 
nen-Prozessen erzielt werden. Lediglich beispielhaft wird 
hierzu auf die US 5,034,613 und auf die DE 44 14 940 ver- 
wiesen, die die Anwendung der Zwei-Photonen-Absorbtion 
von Fluoreszenzfarbstoffen bei der Rastermikroskopie be- 
schreiben. 50 
[0004] Mit Hilfe von optischen Pinzetten ist es moglich, 
Bindungskrafte zwischen Zellelementen, beispielsweise 
zwischen Mikrotubuh und anderen Zytosklettelementen, zu 
bestimmen oder Konlahiei imgskrafle von Muskelfasera zu 
messen. 55 
[0005] Derzeit wird das zurManipulation des Objekts die- 
nende Laserlicht in den Strahlengang eines konventionellcn 
Lichtmikroskops cingckoppclt. Die Manipulation dcs Ob- 
jekts erfolgt im Allgemeinen durch Bewegen der Probe mit 
dem Mikroskoptisch. Die Manipulation und die Untersu- 60 
chung bzw. Beobachtung des Objekts erfolgt dabei entweder 
im Fluoreszenzlicht-Modus oder im Durchlicht-Modus ei- 
nes konventtonellen Mikroskops. 

[0006] Bei diesen Untersuchungen und Manipulationen 
von Objekten ist jedoch problematisch, dass aufgrund der 65 
Abbildungseigenschaften eines konventionellen Mikro- 
skops nur der Objektbereich zweidimensional abgebildet 
wird, der sich in dem Tiefenscharfenbereich des Mikroskop- 



objektivs befindet. Die Objektbereiche jenseits dieses Tie- 
fenscharfenbereichs sind jedoch dem Bild storend iiberla- 
gert, was eine exakte Objektmanipulation erschwert bzw. 
unmoglich macht. Dementsprechend werden solche Unter- 
suchungen und Manipulationen hauptsachlich an Objekten 
ausgefiihrt, die cine gcringc Ausdchnung entlang der opti- 
schen Achse aufweisen, so dass diese Objekte komplett in 
dem Tiefenscharfenbereich des Mikroskopobjektivs ge- 
hracht werden konnen. Somit kann dann das Objekt bei ei- 
nem Abbildungsvorgang vollstandig abgebildet werden und 
storende Uberlagerungen von Objektbereichen jenseits des 
i I I I I ! | I i auf 

diese Weise vermieden werden. 

[0007] Sollen nun Untersuchungen und Manipulationen 
an Objekten durchgefiihrl werden, die eine - verglichen zum 
Tiefenscharfenbereich des Mikroskopobjektivs groBe 
Ausdehnung entlang der optischen Achse haben, treten zum 
einen die bereits beschriebenen Abbildungsprobleme auf, 
zum andcrcn ist cs nicht ohnc wcitcrc moglich, Objcktmani- 
pulationen in verschiedenen Ebenen parallel zur Fokalebene 
des Mikroskopobjektivs durchzufiihren. Der Grund hierfur 
lst, dass eine gleichzeitige Manipulation an mehreren Ob- 
jektstellen mit unterschiedlicher Position entlang der opti- 
schen Achse die Foki des zu manipuherenden Lichts ent- 
sprcchend unlerschiedlich ein/uslcllen uarcn, was clcr/cil 
bei herkommlichen Geraten zur Objektmanipulation nicht 
vorgesehen ist. Eine entsprechende Ansteuerung einer sol- 
chen Manipulalionsvorricliliing durch eineu Bcuul/cr u iirdc 
weiterhin voraussetzen, dass zur Einstellung der zu manipu- 
lierenden Objektbereiche das drcidimcnsionale Objekl mil 
einer hinreichenden Aullosung entlang der optischen Achse 
abgebildet wcrdcn kann, was bei cincm konventionellen Mi- 

krometer so gut wie nicht moglich ist. 
[0008] Der Einsafz eines Lasers fur ein Nannoskalpell 
schneidel in nachleiligcr Weisc /ylindcrfdnnige Ausschnillc 
in das dreidimensionale ( )bjekt, so dass diese Art der Mani- 
pulation fiir viele Anwendungcn iingecignel ist. 
[0009] Aus der DE 199 24 709 ist eine Vorrichtung be- 
kannt. mit der Bauteile schnell. mit hoher Auflosung und 
prazise posilionierl werden konnen. Insbesondere kann mit 
dieser Vorrichtung ein Objektivrevolver eines Mikroskops 
entlang der optischen Achse posilionierl werden konnen 
(Objektivrevolverscannanordnung). 
](K)i0] Aus der DE 196 53 413 bzw. der EP 0 753 779 
sind Vorrichtungen bekannt, die kollimiertes Laserlicht in 
20 bis 50 Beleuchtungsfoki in die Zwischenbildebene bzw. 
Objektebene eines Mikroskops fokussieren konnen. Bei 
dem Licht handelt es sich um Laserlicht, das zur Zweiphoto- 
nen-Anregung von Fluoreszenzobjekten geeignet ist. 
[0011] Aus den DE 196 54 210 C2 und DE 100 33 549.7 
sind fiir sich gesehen Vorrichtungen zum Ablenken eines 
Lichtstrahls im Wesentlichen in zwei senkrecht zueinander 
slehenden Richtungen bekannt. 

[0012] AusderDE44 14 940undUS 5,034,613 sindkon- 
fokale Rastermikroskope bekannt, bei denen Fluoreszenz- 
objekte mit Zweiphotonen-Prozessen zur Fluoreszenz ange- 
regt wcrdcn. 

[0013] Der vorliegenden Erfindung hegt dalier die Auf- 
gabe zugrunde, auch dreidimensionale Objekte zu untersu- 
chen und zu manipulieren, deren Ausdehnung entlang der 
optischen Achse groBer als der Tiefenscharfenbereich des 
verwendeten Mikroskopobjektivs ist, wobei eine Objektma- 
nipulation auch an alien Stellen des dreidimensionalen Ob- 
jekts moglich sein soli. Dariiber hinaus soli eine dreidimen- 
sionale Detektion des Objekts moglich sein, bei der eine 
Diskriminierung der Objektlichtbeitrage erfolgt, die von Be- 
reichen kommen, die jenseits des Tiefenscharfenbereichs 
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des Mikroskopobjektivs liegen. 

[0014] Die erfindungsgemaBe Vorrichtung der gattungs- 
bildenden Art lost die voranstehende Aufgabe durch die 
Merkmale des Patentanspruchs 1. Danach ist eine solche 
Vorrichtung dadurch gekennzeichnet, dass das Mikroskop 5 
cin konfokalcs Rastcrmikroskop ist. 

[0015] ErfindungsgemaB ist zunachsl erkannt worden, 
dass mit einem konfokalen Rastermikroskop die vom Ob- 
jekt kommenden und auRerhalb des Tiefenscharfenbereichs 
des Mikroskopobjektivs stammenden Lichtbeitrage auf- to 
grund des konfokalen Prinzips wirksam unterdriickt bzw. 
ausgeblendet werden konnen. Weiterhin ist die Auftosung 
entlang der optischen Achse eines konfokalen Rastermikro- 
skops hoher als die eines konventionellen Lichtmikroskops, 
so dass einerseils eine dreidimensionale Abbildung des zu 15 
ntanipulierenden Objekls moglich isl und andererseits auf- 
grund der vorliegenden dreidimensionalen Information des 
Objekls eine dreidimensionale Objektntanipulation hier- 
durch criiioglichl wird. Die dreidimensionale Objcklinlor- 
malion mil holier AiifiosLing enllang der oplisehen Aehse ist ."'() 
eine Grundvoraussetzung fur eine exakte dreidimensionale 
Ansleuening des Manipulationsliehtstrahls. I '.me Objeklma- 
nipulation kann die Anwendung mindestens einer optischen 
Pinzette, die DurchfUhrung einer Objektveranderung durch 
mindestens ein Nanoskalpell, das Ausbleichen von Fluores- 25 
zenzfarbstoffen und/oder das Freisetzen von Caged-Com- 
pund-Verbindungen umfassen. 

[0016] In einer bevorzugten AusfUhrungsform sind min- 
destens zwei Strahlablenkvorrichtungen vorgesehen. Als 
Strahlahlenkvorrichtung konnte beispielsweise ein Spiegel .«> 
vorgesehen sein, der um zwei Achsen drehbar gelagert ist 
unci liierhei vorzujisweise kartluniseh aul'gehiingl isl. Wcilcr- 
hin konnte eine Strahlablenkvorrichtung ein Spiegelsystem, 
bestehend aus zwei jeweils um eine Achse drehbar gelager- 
ten Spiegeln bestehen. In einer bevorzugten Ausfiihrungs- 35 
form wird eine Vorrichtung zum Ablenken eines Licht- 
strahls im Wesentlichen in zwei senkrechl zueinander stc- 
henden Richtungen gemaB der DE 196 54 210 C2 bzw. 
DE 100 33 549.7 eingesetzt. Die Verwendung eines AOD's 
(Acousto-Optical-Deflector) oder eines EOD's (Electro-Op- 40 
tieal-Modulator) als Strahlablenkvorrichlung ware ebenfalls 
denkbar. 

[0017] In einer konkreten AusfUhrungsform ist eine Ab- 
lenkung des Beleuchtungslichtstrahls durch eine Strahlab- 
lenkvorrichtung vorgesehen. Der Mampulationshchtstrahl 45 
wird ebenfalls von einer Strahlablenkvorrichtung abgelenkt. 
Die Ablenkung des Beleuchtungslichtstrahls erfolgt unab- 
hangig von der Ablenkung des Manipulationsliehtstrahls, da 
im Allgemeinen der Beleuchtungslichtstrahl zur zwei- bzw. 
dreidimensionalen Detektion des Objekts dient und der Ma- 50 
nipulationslichtstrahl zur Manipulation des Objekts bzw. 
einzelner Objektbereiche und daher eine andere Ablenkung 
als bei der des Beleuchtungslichtstrahls ertorderhch ist. 
[0018] In einer vorteilhaflen AusfUhrungsform verlaufen 
der Manipulationslichtstrahlengang und der Detektions-/Be- 55 
leuchtungsstrahlengang weitgehend getrennt voneinander. 
Hierzu konnte beispielsweise der Detektions-/Beleuch- 
tungsstrahlengang durch cin Mikroskopobjcktiv verlaufen 
und der Manipulationslichtstrahlengang konnte durch eine 
Optik verlaufen, die bezuglich der Fokalebene des Mikro- 60 
skopobjektivs dem Mikroskopobjektiv gegenuberstehend 
angeordnet ist. Diese Optik konnte in einfachster Form als 
Mikroskopkondensor ausgebildet sein, die Verwendung ei- 
nes weiteren Mikroskopobjektivs als Optik ist ebenfalls 
moglich. Falls zwei gegenuberstehend angeordnete Mikro- 65 
skopobjektive eingesetzt werden, werden bevorzugt Mikro- 
skopobjektive verwendet, die die gleichen oder zumindest 
vergleichbare technische Eckdaten aufweisen, wie z. B. Ver- 
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groBerung, Immersionsmedium und/oder numerische Ap- 
pertur. 

[0019] Falls sich der Manipulationslichtstrahlengang und 
der Detektions-/Beleuchtungsstrahlengang zumindest teil- 
weise uberlappen, ist vorgesehen, dass der Manipulations- 
lichtstrahlengang und der Dctcktions-ZBclcuchtungsstrah- 
lengang mil einem Slrahlteiler zusammenfuhrbar sind. Der 
Strahlteiler konnte hierbei entweder als Farbstahlteiler oder 
als Polarisationsstrahlteiler ausgefuhrt sein. Auch eine 
Strahlzusammenfuhrung, bei der einer der im gemeinsamen 
Strahlengang angeordneten Scanspiegel einer Strahlablenk- 
vorrichtung zur Strahlzusammenfuhrung dient, ist denkbar. 
In diesem Fall ist der Scanspiegel fur einen der beiden 
Strahlengange transparent, fur den anderen Strahlengang 
wirkt er als Spiegel. 

[0020] In einer besonders vorteilhaften AusfUhrungsform 
ist vorgesehen, dass die Fokusposition des Manipulations- 
lichts entlang der optischen Achse veranderbar ist. Hier- 
durch ist cine dreidimensionale Objcktmanipulation mog- 
lich. indent die Fokusposition des Mmiipululiunsliclils an 
unterschiedlichen Positionen entlang der optischen Achse 
eingestellt werden kann, so dass die Objektmanipulation 
auch in Objektbereichen moglich ist, die jenseits des mo- 
mentan eingestellten Tiefenscharfenbereichs des Mikro- 
skopobjektivs liegen. Im konkreten konnte die Veranderung 
der Fokusposition des Manipulationslichts durch zwischen 
Lichtquelle und Objekt verschiebbar angeordnete Fokus- 
siennittel erfolgen. Eine Slrahlaufleilung des Manipulati- 
onslichts ware ebenfalls denkbar, um namlich mehrere Ma- 
nipulationshchtlota in unterschiedlichen Ebenen entlang der 
optischen Achse zu positionieren. Hierbei konnte das Mani- 
pulationsltcht in soviel Tetlslrahlen aulgeteilt werden, wie 
es unterschiedliehe Ebenen entlang der optischen Achse 
gibt, in denen Manipulalionslichlfoki zu positionieren sind. 
Hierbei konnte jederu Teilstrahl des Manipulationslichts ein 
diesem 'leilslrahl /ugeordneies Fokussiermiilel vorgesehen 
sein. Durch das b/vv. die lediglich im Manipulalionslicht- 
stralilengang wirkenden Fokussiermittel ist eine Positionie- 
rung einer FokLisposilion des Manipulalionsliehls Mich au- 
Rerhalb des aktuell eingestellten Tiefenscharfenbereichs des 
Mikroskopobjektivs moglich. 

[0021] Die Veranderung der Mampulationshchttokusposi- 
tion geht in einer bevorzugten Ausfiibrungsform mit einer 
Veranderung der Beleuchtungslichtfokusposition einher. 
Insbcsondcrc ist vorgesehen, dass die Veranderung der bei- 
den Fokuspositionen simultan erfolgt. Hierbei konnte die 
Fokusveranderung durch eine gemeinsame Objektivrevol- 
verscananordnung erfolgen, wie sie beispielsweise aus der 
DE 199 24 709 bekannt ist. In diesem Fall verlauft der De- 
tektions-/Beleuchtungsstrahlengang und der Manipulations- 
lichtstrahlengang gemeinsam durch das von der Objektivre- 
volverscananordnung bewegte optische Bauteil, das bei- 
spielsweise in Form eines Mikroskopob)ektivs ausgefuhrt 

[0022] In einer bevorzugten AusfUhrungsform dient der 
Manipulationslichtstrahl als optische Pinzette und/oder als 
Nannoskalpell. Zur Veranderung der Form des Manipulati- 
onslichtfokusscs ist cine Zoom-Optik im Manipulations- 
lichtstrahlengang vorgesehen. Somit kann beispielsweise 
der Fokusradius des Manipulationsliehtstrahls mit Hilfe der 
Zoom-Optik verkleinert oder vergroBert werden, was eine 
Veranderung der Kraft auf das zu manipulierende Objekt zur 
Folge hat, bzw. die Form des Nanoskalpells verandern kann. 
[0023] Die Sh-ahlablenkvorrichtung bzw. die Strahlab- 
lenkvorrichtungen sind in einer konkreten AusfUhrungsform 
an der Mikroskopschnittstelle fUr die konventionelle Auf- 
lichtbeleuchtung und/oder an einer zusatzlichen Schnitt- 
stelle am Mikroskop ankoppelbar. Hierdurch konnen in vor- 
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teilhafter Weise bereits bestehende Mikroskopschnittstellen 
genutzt werden, was eine einfache Aufrustung bereits instal- 
lierter Mikroskopsysteme ermoglicht. 
[0024] Zu Einkoppeln des Beleuchtungs- und/oder Mani- 
pulationslichts ist mindestens ein spektral selektives Ele- 5 
ment vorgeschcn. Mit dem spektral sclcktivcn Element kann 
Lieht mindestens einer bestimmten Wellenlange seleklierl 
und in den jeweiligen Strahlengang eingekoppelt werden 
und/oder die Liehtleisrung des einzukoppelnden Lichts ver- 
andert werden. Das spektral selektive Elemenl konnte ein to 
AOTF (Acousto-Optical-Tunable-Filter), AOBS (Acousto- 
Optical-Beam-Splifter), AOD (Acousto-Optical-Deflector) 
und/oder EOM (Electro-Optical-Modulator) umfassen und 
von einem Steuerrechner, vorzugsweise in Abhangigkeit der 
Beleuchtungs- und/oder Manipulalionsslrahlposilion, ange- 15 
steuert werden. Hierdurch ist eine selektive Einkopplung 
von T.ichl niehrererWellenliingen in den Beleuchtungs- unci/ 
oder Manipulationslichtstrahlengang moglich, wobei die 
eingekoppellc I.ichlleislung auch in Abhangigkeit der ent- 
sprechenden Strahlposition gesteuert werden kann. Insbe- 20 
sondere kann hierdurch ein schnelles Ein- und Ausschalten 
des Manipulationsstrahls realisiert werden, was bei der 
gleichzeitigen Manipulation mehrerer Manipulationsstellen 
mit einem Manipulationslichtstrahl im Allgemeinen erfor- 
derlich isl. Hierzu muss der Vlanipulaiionslichislrahl zu den 25 
einzelnen Manipulationsstellen abgelenkt werden und wah- 
rend des Ablenkvorgangs muss der Manipulationslichtstraltl 
aus dem Manipuladonslichtslrahlengang ausgeblendel wer- 
den. 

|0025] In verlahren i il wi llinsichl wird die eingangs .SO 
genannte Aufgabe durch die Merkmale des Patentanspruchs 
22 gclost. Danach ist ein solchcs Vcrfahrcn dadurch gekenn- 
/.eielinel, dass das Mikroskop audi als konfokales Rastermi- 
kroskop arbeitet. 

[0026] Tn einer besonders bevorzugten Weise erfolgl die 15 
Objekmianipukilion simullan zur konibkalen Objektdetek- 
lion. Hierdurch kann in vorleilhafler Weise die vorgenom- 
inenc Objeklmanipulalion mil Ilili'e der konibkalen Ohjckt- 
detektion bei einer verglichen zur konventionellen Mikro- 
skopie erhohten Auflosung entlang der optischen Achse un- 40 
tersucht werden. Insbesondere isl vorgesehen, dass ein Ob- 
jekt wahrend der Objektmanipulation dreidimensional de- 
tektiert wird. Insoweit ist hierbei eine unabhangige Ablen- 
kung bzw. Positionierung des Detektions-/Beleuchtungs- 
strahlcngangs und des Manipulationshchtstrahlcngangs cr- 4> 
forderlich. 

[0027] In besonders vorteilhafter Weise erfolgt die Ob- 
jektmanipulation dreidimensional. Insbesondere ist hierbei 
vorgesehen, dass auch in den zur Fokalebene des Mikro- 
skopobjektivs parallelen Ebenen eine Objektmanipulation >u 
an unterschiedlichen Manipulationsstellen durchgefuhrt 

[0028] Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren ist es mog- 
lich, Bindungskrafte zwischen einzelnen Objeklen oder Ob- 
jektbereichen indirekt zu messen. Hierzu kbnnen mit Hilfe 55 
der oplisehen Pinzelle mindeslens zuei mil dem Ohjekl oder 
Objektbereich zusammenhangende Manipulationsstellen 
cingefangen und im cingcfangcncn Zustand ausgclcnkt wer- 
den. Wahrend der Auslenkung der Mampulatu msstellen ist 
vorgesehen, dass das Objekt oder die Objekfbereiche und/ 60 
oder die Auslenkung der Manipulationsstellen detektiert 
werden. Wenn beispielsweise an den beiden Enden einer 
Muskelfaser jeweils ein Latex-Bead spezifisch angebracht 
isl. so konnten die beiden Latex-Beads jeweils mit einer op- 
tischen Pinzette eingefangen werden. Eine Auslenkung ei- 65 
nes oder beider Beads wiirde auch eine Veranderung der 
Muskelfaser bewirken. Die Detektion der Muskelfaser wah- 
rend der Auslenkung der optischen Pinzette kann AufschluB 



auf die vorherrschenden Bindungskrafte sowie den Eigen- 
schaften der Muskelfaser geben. 

[0029] In einer alternativen Vorgehensweise werden mit 
Hilfe der optischen Pinzette mindestens zwei mit dem Ob- 
jekt oder Objektbereich zusammenhangende Manipulati- 
onsstellen cingefangen. Bei einer Objektmanipulation wird 
eine Veranderung der Manipulationsstellen und/oder des 
Objekts detektiert. Die Objektmanipulation konnte hierbei 
durch den Manipulationslichtstrahl induziert werden. Der 
Manipulationslichtstrahl konnte beispielsweise das Ausblei- 
chen von Fluoreszenzfarbstoffen oder das Freisetzten von 
Caged-Compuond-Vei bindungen induzieren. 
[0030] Beispielsweise kann durch diese Vorgehensweise 
die Kontraktionskraft einer Muskelfaser indirekt gemessen 
werden. Hierzu isl die Muskelfaser mil Caged-Compound- 
Release-Calcium prapariert und zur Untersuchung bzw. Ma- 
nipulation in das erfindungsgemaBe Mikroskopsystem ein- 
gebracht. Zur Objektdetektion wird die Muskelfaser konti- 
nuicrlich mit Bclcuchtungslicht einer Wellcnlange von 
488 tun abgetastet. Lediglieh im Bereich der Muskelfaser 
wird Liber den Manipulationsstrahlengang UV-Licht (z. B. 
365 nm) eingestrahlt, wodurch das Caged-Compuond-Re- 
lease-Calcium freigesetzt wird, wodurch die Muskelfaser 
kontrahiert. An den Muskelfaserenden wurde ebenfalls pra- 
parativ Aktien oder Myosin angekoppelt. Das Aktien oder 
Myosin wurde zuvor mit einer optischen Pinzette eingefan- 
gen. Durch die Kontraktion der Muskelfaser wird eine Aus- 
lenkung des Akliens bzw. Myosins von der Ausgangsposi- 
tion erzeugt, wobei die Auslenkung proportional zur Kon- 
traktionskraft der Muskelfaser ist. Durch Messung der Aus- 
lenkung der Ausgangspositionen wahrend der Auslosung 
der Muskclkontraklion kann aul die Kontraklionskrall ge- 
sehlossen werden. 

[0031] Weiterhin ist vorgesehen, dass die Objekimanipu- 
lation zur Untersuchung der Tnformationsweitergabe von 
Zelle zu Zelle eingesetzt werden kann. Der Informations- 
transport von Zelle zu Zelle vollzieht sich zum einen durch 
elektrische Inlbrnialionsubenragung und zum andcrcn 
durch die Weitergabe von Neurotransmittern, wie z. B. Cal- 
cium. So kann beispielsweise eine ("aged-Calcium- Verbin- 
dung in eine Zelle eingebrachl werden, die zu einem vorge- 
gebenen Zeitpunkt durch Einstrahlung von UV-Licht oder 
Infrarotlicht aufgebrochen werden kann. Hierdurch lost das 
freiwerdende Calcium eine Reaktion in der Zelle aus, die so- 
dann unabhangig von der Manipulation verlauft. Der gc- 
samte Vorgang kann zur Untersuchung mit dem konfokalen 
Rastermikroskop ununterbrochen detektiert werden, so dass 
die [nformationsweiterleitung an die mit einem Lluores- 
zenz-Calcium-Indikator praparierte Nachbarzelle nachweis- 
bar ist. Es ist bereits bekannt. dass die Reaktion der Nach- 
barzelle aushleiben kann, wenn inncrlialb eines beslininilen 
Zeilfcnslcrs die Reizinlbrnialion einer drillen Zelle einlriflt. 
Zur Untersuchung dieser Phanomenologie ist es hilffeich, 
quasi gleichzeiiig oder definierl zeilverselzt eine Infonnali- 
onsweiterleitungsreaktion in zwei benachbarten Zellen aus- 
zulosen. Diese Untersuchungen setzten eine schnelle Ob- 
jektdetektion voraus, die beispielsweise durch eine Strahl- 
ablcnkvorrichtung gcmaB der DE 196 54 210 oder 
DE 100 33 549 erzielt werden kann. 
[0032] Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren sind noch 
weitere Anwendungen der Zellbiologie, Neurobiologie so- 
me 1 lumangenomforschung denkbar. 
[0033] Das wahrend der Untersuchung und Manipulation 
detektierte Objekt samt Manipulationsstellen wird vorzugs- 
weise an einem Monitor dargestellt. Hierbei ist eine zwei- 
und/oder dreidimensionaie Darstellung vorgesehen. Die 
dreidimensionale Darstellung erfolgl vorzugsweise in einer 
perspektivischen Ansicht, wobei der perspektivische An- 
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sichtspunkt frei gewahlt wird. Die Wahl des Ansichtspunk- auch vorgesehen sein, dass der iibrige Bereich iiberhaupt 

tes konnte mit Zeigegeraten, beispielsweise mil Maus oder nicht detektiert wird und dass der Beleuchtungsstrahl derart 

Joystick, erfolgen. abgelenkt wird, dass er von einem Teilbereich einen anderen 

[0034] Zur Untersuchung des Objekts ist vorgesehen, dass Teilbereich auf Jem kiirzesten Weg erreicht. Bei dieser Vor- 

von dem Objekt und gegebenenfalls zusatzlich von den Ma- 5 gehensweise werden dann lediglich die festgelegten Teilbe- 

nipulationsstcllcn Fluorcszcnz- und/odcr Rcficxionslicht dc- rcichc ausgchcnd detektiert. 

tektiert wird. Die Fluoreszenzanregung konnte hierbei auch [0040] Es gibt nun verschiedene Moglichkeilen, dieLehre 

mit Methoden der Mehrphotonenanregung erfolgen, wie sie der vorliegenden Erfindung in vorteilhafter Weise auszuge- 

beispielsweise in der DE 44 14 940 bzw. US 5,034,61 3 be- stalten und weit.er7.ubi1 den. Dazu ist einerseits auf die den 

schrieben werden. 10 Patentanspriichen 1 und 22 nachgeordneten Patentansprii- 

[0035] In Abhangigkeit der jeweiligen Anwendung ist che und andererseits auf die nachfolgende Erlauterung der 

vorgesehen, dass die Wellenlange des Beleuchtungslicht- bevorzugten Ausfiihriingsheispiele der Erfindung anhand 

strahls gewahlt werden kann. Insbesondere ist es hierdurch der Zeichnung zu verweisen. In Verbindung mit der Erlaute- 

moglich, jederzeit wahrend des Abtasiens der Probe Licht rung der bevorzugten Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung 

mindestens einer weiteren Wellenlange hinzuzuschallen. 15 anhand der Zeichnung werden auch im Allgemeinen bevor- 

Hierzu ist eine Objektbeleuchtung durch mehrere Laser und/ zugte Ausgestaltungen und Weiterbildungen der Lehre er- 

oder durch die Verwendung eines MehtJinienlasers vorgese- lautert. In der Zeichnung zeigen 

hen. [0041] Fig. 1 eine schematische Darstellung eines erfin- 

[0036] In einer wcitcrcn Variantc konnte beispielsweise dungsgemaBen Ausfiihrungsbcispicls cincr Vorrichtung zur 

ein "Mini-Labor" im erlindungsgemaBen Mikroskopsystem 20 Untersuchung und Manipulation von mikroskopischen Ob- 

realisiert werden. Dieses Mini-Labor konnte verschiedene jekten, 

Bcreichc in der Objeklaulnahmevorriehlung aul'wdscn. in 1 0(142 1 l ig. J cine sclicnialisclic Darsiellnng eines weile- 

denen ein Objekt verschiedenen Verarbeitungsschritten un- ren erfindungsgemaBen Ausfiihrungsbeispiels einer Vorrich- 

terzogen wird. Diese unterschiedlichen Bereiche kdnnten tung zur Untersuchung und Manipulation von mikroskopi- 

nnlerschiedliche Unigcbnngs- h/.w. Einbeltungsniedien auf- 25 schen Objekten, 

weisen, so dass fur den jeweiligen Bearbeitungsschritt ge- [0043] Fig. 3 eine schematische Darstellung eines dritten 

eignete Randbedingungen vorliegen. Ein Objekt konnte mit Ausfiihrungsbeispiels einer erfindungsgemaBen Vorrichtung 

Hilfe der oplischen Pinzelte von einem Bereich zu einem an- zur Untersuchung und Manipulation von mikroskopischen 

deren Bereich transportiert werden, wo beispielsweise bei Objekten, 

fortlaufender Objektdetektion Teile einer Zelle oder der 30 [0044] Fig. 4 eine schematische Darstellung eines erfin- 

vollstandige Zellkern aus der Zelle herausgeschnitten wird dungsgemaBen Verfahrensschritts zur Bestimmung von 

und sodann mil einer wcitcrcn oplischen Pinzcttc zu einem Kontraktionskralien cincr Mnskcl/.ellc, 

anderen Bereich transportiert wird, wo eine Weiterverarbei- [0045] Fig. 5 eine schematische Darstellung einer Schnitt- 

tung des herausgeschnittenen Zellkerns crfolgt. ebene senkrecht zu der in Fig. 4 dargestellten Ebene und 

[0037] Zur ausfuhrlichen und umfassenden Objektunter- 35 [0046] Fig. 6 eine schematische Darstellung eines erfin- 

suchung ist vorgesehen, dass ein Ob ici- 1 simultan mil nun- dungsgemaBen Verfahrensschritts zur Untersuchung der In- 

deslens zwei I.ichlslrahlen abgclaslcl wird. die von jeweils formationsweilerleilung zwisehen drei Zcllen. 

unlcrschicdlichcn Slrahlablcnkvorrichlungcn abgelenkt [0047] Fig. 1 zeigt eine Vorrichtung zur Untersuchung 

werden. Hierbei ist vorgesehen, dass die Strahlablenkvor- und Manipulation von mi ki 1 piscl n Objekten 1 mit ei- 

richtungen synchron zueinander arbeiten. Beispielsweise 40 nem lediglich als Mikroskopobjektiv dargestellten Mikro- 

konnle ein Lichtstrahl zu Einphotonenanregung, ein zweiter skop 2, mil zwei zur Beleuchlung des Objekls 1 dienenden 

Lichtstrahl zur Mehrphotonenanregung des Fluoreszenzob- Lichtquellen 3. 4, einem Beleuchtungsstrahlengang 5, ei- 

jekts dienen. nem zur Detektion des vom Objekt 1 zuriickkehrenden 

[0038] Im Hinblick auf eine schnelle Bildaufnahme des Lichts dienenden Detektor 6, einem Detektionsstrahlengang 

Objekts wird dieses mit mchrercn Bclcuchtungsfoki oder 45 7. cincr zur Objcktmanipulation dienenden Lichtqucllc 8 

mil einem linienlormigcn BclciiLJiliingsmiislcr abgclaslcl und einem ManipLJalionsliclilslrahlcngang 9. 

und entsprechend detektiert. Zur Objektabtastung mehrerer [0048] Das Licht der Lichtquellen 3, 4 wird mit einem 

Beleuchtungstoki konnte beispielsweise eine aus den Strahlteiler 10 koaxial zusanimengefuhrt. und in Richtung 

DE 196 53 413 oder EP 0 753 779 bekannten Anordnungen des dichroitischen Strahlteilers 11 reflektiert. Das von dem 

verwendet werden, die in Verbindung mit Zweiphotonen- 50 dichroitischen Strahlteiler 11 reflektierte Beleuchtungslicht 

Fluoreszenzanregung arbeiten. Ein linienformiges Beleuch- der Lichtquellen 3. 4 wird von der Su ahlablenkvorrichtung 

tungsmuster konnte beispielsweise durch Einbringen eines 12 in zwei im wesentlichen senkrecht zueinanderstehenden 

Beleuchtungsspalts und unter Verwendung von Zylinderlin- Richtungen abgelenkt. Hierzu ist ein Scanspiegel 13 vorge- 

sen erzeugl werden. sehen, der kardanisch aufgehiingl ist und um zwei senkrecht 

[0039] In einer besonders bevorzugten Weise wird minde- 55 zueinander stehenden Achsen (nicht eingezeichnet) gedreht 

stens ein zwei- oder dreidimensionaler Teilbereich eines werden kann. 

Objekts festgelegt, der mit erhdhter Photonenstatistik, mit [0049] Das vom Scanspiegel 13 reflektierte Licht wird in 

vcrmindcrtcr Abtastgcschwindigkcit und/odcr mit hohcrcr das schcmatisch dargcstclltc Mikroskop 2 cingckoppelt, wo- 

Ortsauflosung detektiert wird. Bei diesem Teilbereich ban- bei das Mikroskopobjektiv 2 das Beleuchtungslicht im Ob- 

delt es sich vorzugsweise um den zu untersuchenden Teilbe- 60 jektbereich fokussiert. 

reich des Objekls. der Eiir die jeweilige Anwendung relevant [0050] ErfindungsgemaB handelt es sich bei dem Mikro- 

ist. Der iibrige Bereich konnte mit einer verminderten Pho- skop um ein konfokales Rastennikroskop, dass namlich ein 

tonenstatistik, mit erhohter oder maximaler Abtastge- Beleuchtungspinhole 14 und ein dazu optisch konjugiertes 

schwindigkeit und/oder mit verminderter Ortsauflosung de- konfokales Detektionspinhole 15 aufweist. 

tektiert werden. Somit kann die gesamte Untersuchung des 65 [0051] Bei den Ausfiihrungsbeispielen der Fig. 1 bis 3 

Objekts auf die wesentlichen Bereiche konzentriert werden, sind zwei Strahlablenkvorrichtungen 12, 16 vorgesehen. 

wodurch eine maximale Informationsausbeute dieser Berei- Hierbei lenkt die Strahlablenkvorrichtung 12 den Beleuch- 

che des Objekts detektierbar sind. Alternativ hierzu konnte tungslichtstrahl 5 ab, die Strahlablenkvorrichtung 16 hinge- 
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gen den Mampulahonshchtstrahl 9. Die Ablenkung des Be- 
leuchtungshchstrahls 5 erfolgt unabhangig von der Ablen- 
kung des Manipulationslichtstrahls 9. Die Strahlablenkvor- 
richtung 12 wird iiber Verbindung 17 von dem Steuerrech- 
ner 18 angesteuert. Die Strahlablenkvorrichtung 16 wird 5 
iiber die Steuerverbindung 19 von dem Stcucrrcchncr 18 an- 
gesleuert. 

[0052] In Fig. 3 ist gezeigt, dass der Manipulationslicht- 
strahlengang 9 weitgehend getrennt. von dem Det.ekt.ions- 
strahlengang 7 und dem Beleuchtungsstrahlengang 5 ver- to 
lauft. Hierbei verlauft der Beleuchtungsstrahlengang 5 bzw. 
der Detektionsstrahlengang 7 durch das Mikroskopobjektiv 
2 und der Manipulationslichtstrahlengang 9 verlauft durch 
ein zweites Mikroskopobjektiv 20, das beziiglich der Fokal- 
ebene des Mikroskopobjeklivs 2 dent Mikrosko|vbjekli\ 2 is 
gegeniiberstehend angeordnet ist. 

[0053] In den Fig. 1 und 2 wird der Manipulationsstrah- 
lengang 9 und der Detektions-/Beleuchtungsstrahlengang 7, 
5 mit cincm Strahltoilcr 21 bzw. 13 zusammcngefiihrt. Hier- 
bei ist der Strahlteiler 21 aus Fig. 2 als Farbstahlteiler ausge- "it 
fiihrt, der Licht der Manipulationslichtquelle 8 zum Mikro- 
ski ipobjekliv 2 reflektiert und der fur das Ileleuchtungs- und 
Detektionslicht 5, 7 transparent ist. Der Scanspiegel 13 der 
Strahlablenkvorrichtung 12 aus Fig. 1 dient zur Strahlzu- 
sanrmenfiihrung des Beleuchtungs-/Detektionslichts 5, 7 25 
und dem Manipulationslichtstrahlengang 9. Hierbei ist der 
Scanspiegel 13 fur das Licht der Manipulationslichtquelle 8 
Iraiispareul, das Belciiehl unt>s-/'Delcklionsliclil 5. 7 wird an 
dem Scanspiegel 13 in das Mikroskopobjektiv 2 reflektiert. 
|0054] Bci dem erlindungsgem.'iBen Verfahren /ur Unter- :!() 
suchung und Manipulation von mikroskopisehen Objeklen 1 
erlblgl die Objeklmanipulalion simullan /.ur konfokalen Ob- 
jekldcleklion Wahrcnd der Ohjeklnianipulalion erfolgt cine 
drcidiniensionale Objekldcleklion. Fig. A /.cigl einen Aus- 
schnit.t eines detektierten dreidimensionalen Objekt.dat.en- 35 
satzes in Form einer xy-Schnittebene 22. Fig. 5 zeigt einen 
Ausschnill aus dem gleichen deieklierlen Dalensal/, in l ; orni 
einer yz-Schnittebene 23. Die Objektmanipulation erfolgt 
hierbei dreidimensional, zum einen in der strichpunktiert 
angedeuteten xz-Manipulationsebene 24 sowie in der eben- 40 
falls stnchpunktierL angedeuteten xz-Mampulalionsebene 
25. Die beiden Ebenen 24, 25 sind zur Fokalebene des Mi- 
kroskopobjektivs 2 parallel. 

[0055] Die Fig. 4 und 5 zeigen die Durchftihrung eines er- 
findungsgcmaBcn Verfahrcns zur Bcstimmung von Kontrak- 45 
tionskraften von einer Muskelzelle 26. Hierbei werden mit 
Hilfe zweier optischer Pinzetten 27, 28 zwei mit der Mus- 
kelzelle 26 z.usammenhangende Manipulationsstellen 29, 30 
eingefangen. Die Manipulationsstellen 29, 30 sind jeweils 
mit der Muskelzelle 26 iiber eine Aktin- Verbindung 31 ver- 50 
bunden. Nach einer Objeklnianipnlalion durch einen nicht 
eingezeichneten weiteren Manipulationslichtstrahl wird das 
in der Muskelzelle 26 praparierte Caged-Compuond-Re- 
lease-Calcium freigesetzt, wodurch sich die Muskelzelle 26 
zusammenzieht, was mit den beiden Pfeilen in den Bildaus- 55 
schnitten 22, 23 angedeutet ist. Die Muskelzelle 26 wird vor, 
wahrend und nach der Objektmanipuladon standig detek- 
tiert, so dass die Ortsandcrung der Manipulationsstellen 29, 
30, die sich aufgrund der Kontraktion der Muskelzelle 26 er- 
geben haben, detektiert werden kann und somit eine quanti- 60 
tative Auswertung des Kontraktionskrafte moglich ist. 
[0056] Das detektierte Objekt 1, 26 wird samt Manipulati- 
onsstelle 29, 30 auf dem Monitor 31 des Bedienerrechners 
32 des konfokalen Rastermikroskops dargestellt. Die Dar- 
stellung erfolgt hierbei zweidimensional, beispielsweise in 65 
Form der xy- und yz-Schnittebenen 22, 23 der Fig. 4 und 5. 
In Fig. 4 ist schematise!! das Ablaslmuslei 36 des Beleuch- 
tungsfokusses dargestellt, wobei zur einfacheren Darstel- 
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lung das Abtastmuster in y-Richtung einen groBen Abtast- 
abstand aufweist. 

[0057] In Fig. 6 ist eine xy-Schnittebene 22 einer Bildauf- 
nahme von drei Zellen 33, 34, 35 gezeigt. Bei diesen Zellen 
wird die Informationsweiterleitung von Zelle zu Zelle unter- 
sucht. Hierbei werden die Zellen 34 und 35 jeweils mit UV- 
Licht zur Objektmanipulation beaufschlagl, wodurch in die 
Zellen praparierte Caged-Calcium-Verbindungen aufgebro- 
chen werden und das freiwerdende Calcium eine Reaktion 
in der Zelle 34 bzw. 35 auslost. Eine Reaktion der Zelle 35 
zur Zelle 33 kann ausbleiben; wenn innerhalb eines be- 
stimmten Zeitfensters die Reizinformation der Zelle 34 bei 
der Zelle 33 eintrifft. Hierzu werden die beiden Zellen 34, 
35 definiert zeitversetzt mit UV-Licht beautschlagt. Dieses 
Zeitintervall wird bei erneuten Versuchsdurchfiihrungen ste- 
tig verringert, bis die beiden Zellen 34, 35 quasi gleichzeitig 
mit UV-Licht beaufschlagt werden. Ein ebenfalls in die Zel- 
len praparierter Fluoreszenz-Calcium-Indikator ermoglicht 
die Dctcktion der Informationsweiterleitung. 
[0058] AbschlieBend sei ganz besonders darauf hingewie- 
sen, dass die voranstehend erorterten Ausfuhrungsbeispiele 
lediglich zur lieschreibung derbeanspruchten Lehre dienen, 
diese jedoch nicht auf die Ausfuhrungsbeispiele einschran- 
ken. 

Bezugszeichenliste 

1 Objekt 

2 Mikroskop, Mikroskopobjektiv 

3 Rclcuchtungslichtquclle 

4 Beleuchtungslichtquelle 

5 Bcleuchlungslichl. BeleuchUingsslrahlengang von (3). (4) 

6 Detektor 

7 Detektionsslrahlenganr:. Deleklionslicht 

8 Manipulationslichtquelle 

9 Maiiipulauonslichlslrahleiigang, VIani|iulaiionslichislrahl 

10 Strahlteiler 

11 dicliroitischer Stralilteiler 

12 Strahlablenkvorrichtung fur (5), (7) 

13 Scanspiegel von (12) 

14 Anregungspinhole 

15 Detektionspinhole 

16 Strahlablenkvorrichtung fur (9) 

17 Steuerverbindung zwischen (12) und (18) 

18 Stcucrrcchncr 

19 Steuerverbindung zwischen (16) und (18) 

20 Optik. Mikroskopobjektiv 

21 Strahlteiler zum /.usammenfuhren von (9) mit. (5), (7) 

22 xy-Schnittebene 

23 yz-Schnittebene 

24 xz-Manipulationsebene 

25 xz-Manipulationsebene 

26 Muskelzelle 

27 ersle optische Pinzetle 

28 zweite optische Pinzette 

29 eingefangene Manipulationsstelle von (27) 

30 eingefangene Manipulationsstelle von (28) 

31 Monitor von (32) 

32 Bedienerrechner 

33 Zelle 

34 Zelle 

35 Zelle 

36 Abtastmuster 

Patentansprilche 

1. Vorrichtung zur Untersuchung und Manipulation 
von mikroskopisehen Objekten (1), mit einem Mikro- 
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skop (2), einer zur Beleuchtung des Objekts (1) dienen- 
den Lichtquelle (3, 4), einem Beleuchtungsstrahlen- 
gang (5), einem zur Detektion des vom Objekt (1) zu- 
ruckkehrenden Lichts dienenden Detektor (6), einem 
Detektionsstrahlengang (7), einer zur Objektmanipula- 5 
tion dicncndcn Lichtquelle (8) und cincm Manipulati- 
onslichlsirahlengang (9). dadurch gekennzeichnet, 
dass das Mikroskop ein kontokales Rastertmkroskop 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- io 
zeichnet, dass mindestens zwei Strahlablenkvorrich- 
tungen (12, 16) vorgesehen sind. 

3. Vorrichtung nach Anspruch 2, dadurch gekenn- 
zeichnet. dass eine Strahlablenkvorrichtung (12) den 
Beleuchtungslichtslrahl (5) ablenkl. 15 

4. Vorrichtung nach Anspruch 2 oder 3, dadurch ge- 
kenn/.eichnel, dass eine Slr.ihl.iblcnkvorrichliing (16i 
den Manipulationsliehtstrahl (9) ablenkt. 

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Ablenkung des Beleuchtungslicht- 20 
strahls (5) unabhangig von der Ablenkung des Manipu- 
lalionslichtstrahls (9) erfolgt. 

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 
durch gekennzeicb.net, dass der Manipulationslicht- 
stralilengang (9) und Detektions-ZBeleuchtungsstrah- 25 
lengang (7, 5) weitgehend getrennt voneinander ver- 
laufen. 

7. Vorrichtung nach Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der Detektions-/Beleuchtungsstrahlen- 
gang (7, 5) (lurch cin Mikroskopohjcktiv (2) verlauft :«) 
und der Manipulaii nslichl li hleng ng (9) durch eine 
Optik (20) verlauft, die bcziiglich der Fokalcbcnc des 
Mikroskopobjektivs (2) dem Mikroskopobjckiiv (2i 
gegeniiberslehend angeordnel isl. 

8. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 5, da- 35 
durch gekenn/.eichnel, dass der Maiiipulalionslicht- 
slrahlengang (9) und der Deleklions/Beleuchtungs- 
strahlengang (7, 5) mit einem Strahlteiler (21, 13) zu- 
sammenfiihrbar ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 40 
zeichnet, dass der Strahlteiler (21) als Farbstahlleiler 
oder als Polarisationsstrahlteiler ausgefuhrt ist. 

10. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass zur Strahlzusammenfuhrung ein Scan- 
spiegcl (13) einer Strahlablenkvorrichtung (12) dicnt. 45 

11. Vorriclilung nach einem der Anspriiche 1 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Fokusposition des 
Manipulationslichts (9) entlang der optischen Achse 
veranderbar ist. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, dadurch gekenn- 50 
zeichnet, dass die Veranderung der Fokusposition 
durch zwischen Lichtquelle (8) und Objekt (1) ver- 
schiebbar angeordnete Fokussiermittel erfolgt. 

13. Vorrichtung nach Anspruch 11 oder 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Veranderung der Manipulati- 55 
onshchtlokusposition mit einer Veranderung der Be- 
leuchtungslichtfokusposition einhergeht. 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Veranderung der beiden Fokusposi- 
tionen simultan erfolgt. 60 

15. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Fokusveranderung durch eine ge- 
meinsame Objektivrevolverscananordnung erfolgt. 

16. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 15, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Mampulationshcht- 65 
strahl als optische Pinzette (27, 28) und/oder als Nan- 
noskalpell dient. 

17. Vorrichtung nach Anspruch 16, dadurch gekenn- 



zeichnet, dass zur Veranderung der Form des Manipu- 
lationslichtfokusses eine Zoom-Optik im Manipulati- 
onslichtstrahlengang (9) vorgesehen ist. 

18. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 17, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Strahlablenkvorrich- 
tung bzw. die Strahlablcnkvorrichtungcn (12, 16) an 
der Mikroskopschnitlstelle fur die konvenlionelle Auf- 
lichtbeleuchtung und/oder an einer zusatzlichen 
Schnittstelle am Mikroskop ankoppelbar sind. 

19. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 18, 
dadurch gekennzeichnet, dass zum Einkoppeln des Be- 
leuchtungs- und/oder Manipulationslichts mindestens 
ein spektral selektives Element dient. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekenn- 
zeichnel. dass mit dem speklral selektiven Element 
Licht mindestens einer bestimmten Wellenliinge selek- 
tierbar und einkoppelbar ist und/oder die Lichtleistung 
des einzukoppelnden Lichts variierbar ist. 

21. Vorrichtung nach Anspruch 19 oder 20, dadurch 
gekennzeichnet, dass das spektral selektive Element 
ein AOTF (Acousto-Optical-Tunable-Filter), AOBS 
(Acousto-Optical-Beam- Splitter), AOD (Acousto-Op- 
tical-Deflector) und/oder EOM (Electro-Optical-Mo- 
dulator) umfasst und von einem Steuerrechner vor- 
zugsweise in Abhangigkeit der Beleuchtungs- und/ 
oder Manipulationsstrahlposition ansteuerbar ist. 

22. Verlahren /,ur L'ntersuchung und Manipulation 
von mikroskopischen Objeklen (1). mil einem Mikro- 
skop (2), einer zur Beleuchtung des ( )bjekts (1) dienen- 
den Lichtquelle (3, 4), einem Beleuchtungsstrahlen- 
gang (5), einem zur Detektion des vom Objekt (1) zu- 
ruekkehreiiden biclils dienenden Detektor (6). cincm 
Deleklionsslralilengang i7) einei /.ur Objcklinanipula- 
lion dienenden Lichtquelle (8) und einem Manipulali- 
onslichtstrahlcngang (9), vor/.iigsweise unlcr Verwen- 
dung einer Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 
bis 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Mikroskop 
audi als konfokales Rastermikroskop arbeitet. 

23. Verfabren nach Anspruch 22. dadurch gekenn- 
zeichnet. dass die Objcklmanipulauon simultan zur 
konfokalen Objektdetektion erfolgt. 

24. Verfabren nach Anspruch 22 oder 23, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass ein Objekt wahrend der Manipula- 
tion dreidimensional detektiert wird. 

25. Vcrfahrcn nach cincm der Anspriiche 22 bis 24, 
dadurch gekennzeichnet, dass die Ob |ekl manipulation 
dreidimensional erfolgt, insbesondere auch in den zu 
der I okalehene des Mikrosk. ipobiekli \ s (2) para Helen 
Ebenen (24. 25). 

26. Verfabren nach einem der Anspriiche 22 bis 25, 
dadurch gekennzeichnet, dass cine Bestimmung der 
Bindungskrafte zwischen einzelnen Objekten oder Ob- 
jektbereichen erfolgt. 

27. Verfabren nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mit Ffilfe der optischen Pinzette (27, 28) 
mindestens zwei mit dem Objekt (26) oder Objektbe- 
reich zusammenhangende Manipulationsstellen (29, 
30) cingefangen und im cingcfangcncn Zustand ausgc- 
lenkt werden. 

28. Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass das Objekt (26) oder die Objektbereiche 
und/oder die Auslenkung der Manipulationsstellen (29, 
30) detektiert wird. vorzugsweise durch konfokale Ob- 
jektdetektion. 

29. Verfahren nach Anspruch 26, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass mit Hilfe der optischen Pinzette (27, 28) 
mindestens /.wei mil dem Objekt (26,1 oder Objektbe- 
reich zusammenhangende Manipulationsstellen (29, 
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30) eingefangen und dass bei einer Objektmanipulation 
eine Veranderung der Manipulationsstellen (29, 30) 
und/oder des Objekts (26) detektiert werden. 

30. Verfahren nach Anspruch 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Objektmanipulation durch den Mani- 5 
pulationslichtstrahl induzicrt wird. 

31. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 30, 
dadurch gekennzeichnet, dass der Manipulationslicht- 
strahl das Ausbleichen von Fluoreszenzfarbstoffen 
und/oder das Freisetzen von Caged-Compound-Ver- io 
bindungen induziert. 

32. Verfahren nach Anspruch 30 oder 31, dadurch ge- 
kennzeichnet, dass die Objektmanipulation zur Unter- 
suchung der Informationsweitergabe von Zelle zu Zelle 
(33, 34, 35) dient. 15 

33. Verfahren nach einem der Anspriiche 27 bis 32, 
dadurch gekennzeichnet, dass das detektierte Objekt 
(26) samt Manipulationsstellen (29, 30) vorzugsweise 
an cincm Monitor (31) dargcstcllt wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekenn- 20 
zeichnet, dass die Darstellung zwei- und/oder dreidi- 
mensional erfolgt. 

35. Verfahren nach Anspruch 34, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass der perspektivische Ansichtspunkt der 
dreidimensionalen Darstellung frei gewahlt wird. 25 

36. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 35, 
dadurch gekennzeichnet, dass von dem Objekt Fluores- 
zenz- und/oder Rellexionslichl deleklierl wird. 

37. Verfahren nach Anspruch 36, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass ein Objekt nut Methoden der Mehrpho- 30 
tonenanregung zur Fluoreszenz angeregt wird. 

38. Verfahren nach cincm der Anspriiche 22 bis 37, 
dadurch gekennzeichnet, dass ein Objekt simultan mit 
niindeslens /wei F.ichlslrahlcn abgcluslcl wird, die von 
jeweils iinlerschicdhchcn Slrahlablcnkvorrichtungcn 35 
ahgelenkl werden. 

39. Verfahren nach Anspruch 38, dadurch gekenn- 
/.eichnel. class die Slrahlalilenkvoirichlungen svncliron 
zueinander arbeiten. 

40. Verfahren nach Anspruch 38 oder 39, dadurch ge- 40 
kennzeichnet, dass ein Lichlslrahl zur Einpholonenan- 
regung und ein zweiter Lichtstrahl zur Mehrphotonen- 
anregung des Fluoreszenzobjekts dient. 

41. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 40, 
dadurch gekennzeichnet, dass zur schnellen Bildauf- 45 
nahme das Objekt mit mehreren Beleuchtungsfoki oder 
mit einem hnienformigen Beleuchtungsmuster abgeta- 

42. Verfahren nach einem der Anspriiche 22 bis 41, 
dadurch gekennzeichnet, dass mindestens ein zwei- 50 
oder drcidimcnsionalcr Teilhercich des Objekts festge- 
legt wird, der mit erhdhter Photonenstatistik, mit ver- 
minderter Abtastgeschwindtekeit und/oder mit hdherer 
Ortsauflosung detektiert wird. 

43. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekenn- 55 
zeichnet, dass der iibrige Bereich mit verminderter 
Photonenstatisiik, mil erhohter oder maximaler Ahiasi- 
geschwindigkeit und/oder mit verminderter Ortsaufio- 
sung detektiert wird. 

44. Verfahren nach Anspruch 42, dadurch gekenn- 60 
zeichnet, dass der iibrige Bereich iiberhaupt nicht de- 
tektiert wird und dass der Beleuchtungsstrahl derart ab- 
gelenkt wird, dass er ausgehend von einem Teilbereich 
einen anderen Teilbereich auf dem kiirzesten Weg er- 
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